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^= (54) Title: NUCLEIC ACID SEQUENCES CODING FOR PROTEOLYTIC ENZYMES IN THE FORM OF SPECIFIC PRO- 
^5 TEASES, CORRESPONDING POLYPEPTIDES AND USE OF THE SAME 

^= (54) Bezeichnung: FOR PROTEINSPALTENDE ENZYME IN FORM VON SPEZIFISCHEN PROTEASEN KODIERENDE NU- 
^ KLEmSAURESEQUENZEN,ZUGEHOWGEPOLYPEPTmE UND VERWENDUNG VON ALLEN 

= (57) Abstract: The invention relates to enzymes from the specific groups of calpain proteases, which take part in a plurality of 
metabolic processes, e.g. by acting on the apoptosis, for certain cancerous diseases and during cell migration. The invention also 
^=5 relates to enzymes from the group of metalloproteases which develop, e.g. activities during fertilisation, and take part in blood 
=™ pressure regulation as ACEs and as collagenases in collagen metabolism. A potential need of such enzymes is mainly covered today 

by plant and animal sources. Known organisms in which such proteases naturally occur exclusively come from wanner regions, such 

^ that a costly heat supply necessitating complex apparatus is required during the production thereof. Organisms comprising enzymes 
adapted to die cold are known however. The invention thus also relates to nucleic acid sequences coding for a calpain 7 protease 
and a zinc metalloprotease, which originate from the marine diatoms Fragilariopsis cylindrus adapted to die cold and correspond to 
ff) SEQ ID No.l, SEQ ID No.2 or functional variants or fragments having at least 8 nucleotides thereof 

IT) 

(57) ZusamnKnf9SSung::En^3rihe^us dtar'spezifischen Gruppe der Calpain-Proteasen sind an vielen Stoffwechselvorgangen be- 
fs| teiligt, Z.B. durch Einflussnahme auf die Apoptose, bei bestimmten Krebserkrankungen und bei der Zell-Migration. Enzyme aus 
O der Grappe der Metalloproteasen entwickeln z.B. Aktivitaten bei der Befruchtung, sind als ACE bei der Blutdruckregulierang und 
^ als CoUagenasen bem Collagen Stofifwechsel beteiligt. Ein etwaiger Bedarf an solchen Enzymen muss heute hauptsachlich aus 
O pflanzlichen und tierischen (Juellen gedeckt werden. Bekannte Oiganismen, in denen seiche Proteasen natUrlicherweise vorkom- 
O men, stammen ausschlieBlich aus warmeren Regionen, sodass bei ihrer Produktion eine okonomisch und apparatetechnisch aufwan- 
^ dige Warmezufuhr erforderlich ist Bekannt sind jedoch auch Organismen, die kalteangepasste Enzyme aufweisen. Die Erfindung 
^ beansprucht daher fiir eine Calpain-7-Protease und eine Zink-Metalloprotease kodierende Nukleinsauresequenzen, die aus der kal- 

teangepassten marinen Diatomee Fragilariopsis cylindrus stanunen und gemaB SEQ ID No.l, SEQ ID No.2 oder als funktionelle 

Varianten oder als Abschnitte mit mindestens 8 Nukleotiden davon ausgebildet sind 

m AVAILABLE COPY 



INTEBNATIONAL SEARCH REPORT 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MA 

IPC 7 C12N15/57 



/50 A61K38/48 



Intarnat jj^ Application No 

JCT^pi/O3180_ 



According to Intemattonal Patent Classfflcalfon (IPC) or to both nattona! dasslflcatlon and IPC 



B. RELDS SEARCHED 


Minimum documentafion searched (ciassifK;ation system folbwed l>y classification symbols) 

IPC 7. C12N A61K . 


Documentation searched other than mlhffnuni documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 


Electronic data base consulted during the International search (name of data base and, where practical, search terms used 


* 


EPO-Internal, BIOSIS, Sequence Search, WPI Data, PAJ, EMBASE 




C DOCUUENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Categoiy* 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevam passages 


Relevant to claim No. 


X 


DATABASE EMBL [Online] 

18 September 2002 (2002-09-18) , 

XP002287494 

Database accession no. AY074514 
abstract 




1-5 


X 


WO G2/02775 A (BASF AG ; DEAR NEIL T (DE); 

BOEHM THOMAS (DE)) 

10 January 2002 (2002-01-10) 

cited in the application 

abstract; claims 1-12 


1-6,8 






•/- 




)( Further documents are Dsted In the continuation of box C. 


[X 1 Patent family members are Hsted in annex. 


Special categories of dted documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*E' eariier document but published on or after the International 

filing date 

"L* document which may throw doubts on priority cla}m(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citatbn or other special reason (as specified) 

"0" document referring to an oral dlsdosura, use, exhbttion or 
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involve an Inventive step when the document is taken alone 
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ments, such combination b^ng obvious to a person skilled 
in the art 
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Box I Obseiratioiu where certain claims were fonnd imsearciiable (Continuation of it^ 1 of first sheet) 

This intemational searehieporthas noftbeen eggtablished in respect nfcerfatti n^ajfnR nnHpy Altirlf* 17(2Xa)fQrthefoIlowingieasons: 

1. nn Claims Nos.: . 

' — ' because they relate to subject jxiatter not requii^ to 

Although claims 6 and 8 relate to a method for treatment of the human or 
animal body, the search was carried out and was based on the stated effects 
of the compound or composition. 

2. [j^ Claims Nos.: 

because they relate to parts of tiie intemational application that do not complyr with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningfol intemational search can be earned out, specifically: 



3. rn ClaimsNos.: 

— because they are dq)endent claims and are not dratted in accordance wifli the second and third sentences of Rule 6,4(a). 



Box n ObserTations where unity of inventiim is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 

This Memational Searching Authority found multiple inventions in this international qsplication, as follows: 

See supplemental sheet 



1. rn As aUreqdred additional search fees Tveietimdy paid Ijy the appHcan^ 

searchableclaims. 

2. Q As aU searchable claiinscouldbeseardiedwiihouteffortjos^^ 

of any additional fee. 

3. I 1 As only some of the required additional search fees were timely paid by tfia ^llcant^ ihi« tntemational geamh mpnrt 
' — ' co^^onlythose claims jforwhi<^ fees were paid, spedflca^ 



4. 



No required additioiud search fees w^e timely paid by the applicant Consequently, this intematioxial search report is 
— ' restricted to the invention first merxtioned in the clainis; it is covered by claims Nos.: 

1-9 All in part 



Remark on Protest The additioimlscandi fees were accompamed by Ihe applicant's protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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The Intesmational Searching Authority has determined that this international 
application contams multiple (groups of) inventions, namely: 

L Claims: 1-9 (all in part) 

Nucleic acid SEQ IDNO:l coding for the protease calpain from 
Fragliarius cylindrus, the encoded polypeptide, method for the 
production thereof and the use thereof in cleaning and therapy. 

2. Claims: 1-9 (all in part) 

See 1^ invention, SEQ ID NO:2 coding for zinc metalloprotease. 
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EP 1294895 A2 26-03-2003 
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US 2004072174 Al 15-04-2004 
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A. KLASSIFIZIERUNGDESANMELDI 

IPK 7 C12N15/57 



GENSTANOES 

9/50 A61K38/48 



lnternat||tt^les Aktenzeichen 

PCT/WQ3/0318e 



Nach der Intemationalen Patertklasstfikation (IP>Q oder nach der rtafonalen Ktessifikation und der IPK 
B. RECHERCHrERTEGEBIETE 



RecherchlerterMindestprOfstoff (Klassifikationssystem und Klasslfikationssymbole } 

IPK 7 C12N A61K 



Recherchlerte aber nIcht zum MindeslprflfstofrgehOrende Veraffentlichungen, sowett diese unterdie recherchlerten Gebtote talbn 



wahrend der intemallonalen Recherchs konsutlierte etektronische Oatenbank (Name der Dalenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , BIOSIS» Sequence Search, WPI Data, PAJ, EMBASE 



C ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTBiUGEN 



Katogoris* Bezelchnung der VerensnHichung, sowett erfordertlch unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 



Belr.AnspnichNr. 



DATABASE EMBL [Online] 

18. September 2082 (2002-09-18) , 

XPG02287494 

Database accession no. AY074514 
Zusanmenfassung 
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WO 02/02775 A (BASF AG ; DEAR NEIL T (DE); 

BOEHM THOMAS (DE)) 

10. Januar 2002 (2002-01-10) 

in der Araneldung erwShnt 

Zusanmenfassung; Anspriiche 1-12 

-/-- 



1-6,8 



Y Weltere VerOffentllchungen slad der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang PatentfamQie 



" Besondere Kategorien von angegebenen VerDffentlichungen : 

"A" Verdffentlichung. dte den allgemelnen Stand derTechnlkdefln(eil» 
aber nk^ht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E* aiteres Dokument, das Jedoch erst am oder nach dem htemationalen 
Anmeldedatum verOffentlicht worden Ist 
VerOffentltchung, die geelgnet 1st elnen PrlorttStsanspruch zweifelhafter- 
schelnen zu lassen, oderdurch d!9 das VeroffentllchungGdatum einer 
anderen (m Recherchenberichtgenannten VeiOffentCchung belegt warden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Gnind angegeben Ist (wte 
ausgefQhrt) 

"O" VerSffentlichung, die sk^ auf eine mOndllche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteilung oderandere MaBnahmen bezieht 

P" VerSffentilchung, die vor dem Intematlonalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspfuchten Pflorftatsdatum ver6ffentnchtworden ist 



T" Spatere VerOffentffchuna die nach dem IntemattonaJen Anmeldedatum 
Oder dem Pnonaisdatum verBffentlicht worden Ist und mit der 
c2"5 ^"^ nIcht kollldiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
TlSSeang'^ffll?®"'^" Prinzlps oder der ihr zugrundelegenden 

Va«jfentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Effinduno 
kajin altein auSrwrt dieser VerOflentlichung nIcht als nSToderTuf ^ 
erfinderfscher rafigkelt beruhend betrachtet werden 
•Y" VeroffenUichung wn besonderer Bedeutung; die beanspmchte Erfindung 
karm nichi als auf erflnderischer Tatigkeit benjhend betrachtet 
Ti^TSU* 2^" °^ Verdffentllchung mit einer oder mehreren anderen 

diese Verblndung fOr einen Fatrfimann nahellegendlst 
Vereffentlichung, die Mitglied derBeftwn Patentfamflie ist 



Datum des Abschiusses derintemationalen Recherche 



8. Juli 2004 



Absendedatum des intematlonalen Recherchenberichts 
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Name und Postanschrift der Intamationalen Recherchenbehdrde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5816 Patantiaan 2 
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Fax: (+31-70) 340-3016 
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^EHENEUNTERLAGEN 



BeiGlchnung der VerSffentilchung. sowett erforderllch urrter Angabe der in BetracMkommenctenTeaG 
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les AKtenzeichen 

03/03180 



B«tr. Anspruch Nr. 



HUANG YUANHUI ET AL: "The calpain family 

and hionan disease" 

August 2091 (2001-08), TRENDS IN 

MOLECUUR MEDICINE, VOL. 7, NR. 8, PAGE(S) 

355-362 , XP002287493 

ISSN: 1471-4914 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

PERRIN B J ET AL: "Calpain" 
INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOCHEMISTRY AND 
CELL BIOLOGY, , . . 

Bd. 34, Nr. 7, Ouli 2092 (2002-07), Seiten 
722-725, XP002287492 
ISSN: 1357-2725 
das ganze Dokument 

ESKE, KRISTIN: "Zahllose Geheimnisse der 

Natur warten noch unter Wasser" 

BIOLOG, Nr. 3, 2000, Seiten 1-7, 

XP002263051 

6REIFSWALD, ROSTOCK 

in der Anmeldung erwShnt 

das ganze Dokianent 

"Leben unter extremen Bedingungen" [Online] 
31. Januar 2002 (2002-01-31). XP002287495 
Gefunden im Internet: 

URL : http : / /www . i nnovati ons -report . de/html / 
beri chte/geowi ssenschaf ten/beri cht-7421 .ht 
ml> 

das ganze Dokument 

DATABASE EMBL [Online] 

15. Oanuar 2001 (2001-01-15) . 

XP002287496 

Database accession no. AB028639 
Zusaramenfassung 



[Online] 
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DATABASE EMBL ^ 

22. Ouli 2003 (2003-07-22), 
XP002287500 
Database accession no. CF076121 
Zusanmenfassung 
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INTERNATIOji^ER RECHERCHENBERICHT 
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Inti^Mon; 



ionales Aktenzelchen 
7/DE 03/03180 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkl 2 auf Blatt 1 ' 



GeniSlB Artikei 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fOr bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht ersteiit: 

1, I X I AnsprOche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen^ zu deren Recherche die Behorde nlchl verpflichtet ist, nSmlich 

Obwohl die Anspruche 6 und 8 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tieriischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt und 
grandete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. I I AnsprOche Nr. 

weit sie sich auf Telle der internatbnalen Anmeklung beziehen, die den vorgeschriebenen Anfordeningen so wenig entsprechen 
daB eine sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, n^lich * 



3. I I Anspruche Nr. 

well es sich dabei urn abhdnglge AnsprOche handelt» die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld 11 Bemerkungen bei mangelnder EInheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale RecherchenbehOrde hat festgestallt. daB diese intemationale Anmeklung mehrere Erfindungen enthait: 

siehe Zusatzblatt 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderllchen zusatzlichen RecherchengebQhren rechlzeitig entrichtet hat, erelreckt sich dieser 
^ — ' intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Ar^prOche. 

2 I I Da fOr alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefQhrt werden konnte, der eine 
' — ' zusdtzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen QebOhr aufgefordert 



3. Da der Anmelder nureinige der erforderllchen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
< — I IntematkDnale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fOr die GebQhren entrichtet worden sind, nSmlich auf die 
AnsprOche Nr. 



I Y I Per Anmelder hat die erforderllchen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeltig entrichtet Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrSnkl sich daher auf die h den Ansprflchen zuerst enwShnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 
faBt 

1-9 alle teilweise 



Bemerkungen hinslchiHch eines WIderspruchs Q Die zusStzllchen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspmch gezahlt. 

I I Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspiu;h. 
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aus Fragliarius cyliSd/^u^ dls Calpain 
Verfahren zu seiner HeStPii.mn cX^"^^! Polypeptid. 
Reinigungs- und Therap-e*^^^ Verwendungen zu 

2. AnsprQche: 1-9 (alle teilweise) 
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. Internationales Akt enzeichenPCT/ DE 03/03180 

WEITEREANQABEN PCT/I§A/ 210 



Fortsetzung von Feld I A 

Obwohl die Anspruche 6 und 8 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und grUndete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusammensetzung. 
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